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論 文 内 容 要 旨
第一章 序論
オキシ トシン(OT)は哺乳動物の持つ9ア ミノ酸からなるペプチ ドホルモンで、主に
視床下部の室傍核(PVN)や視索上核(SON)で合成されて下垂体後葉から血中に放出さ
れる。また、その他の脳内領域の神経細胞からのOT分 泌も知 られ、これが脳内のOT
機能に働 くと考えられている。
また、その受容体(OTR)は7回膜貫通領域を有するGタ ンパク質共役型受容体ファ
ミリーに属 している。OTRにはGタ ンパク質としてGαq/11とGαiが共役 し、主にリガ
ンド刺激後のシグナル伝達としてPLC(ボスホ リパーゼC)が活性化されて細胞内Ca2+
動員系が作動する。OTRは 子宮 ・乳腺 ・卵巣 ・精巣などの生殖器官の他、脳、腎臓、
心臓、脂肪組織などに広 く発現する事が知られる。
OTは 分娩時の子宮筋収縮や乳腺平滑筋収縮による乳汁射出などの生殖機能に働 く
事が古 くから示されてきたが、最近になって生殖行動 ・母性行動 ・社会行動(個 体識
別記憶 ・集団形成など)・摂食行動 ・ス トレス反応などの多様な脳高次機能をも制御す
る事が知 られてきた。しかし、当研究室西森らが作製 したOT遺 伝子欠損マウス(0め
では乳汁射出 ・個体識別記憶にのみ異常が観察 され、以前の報告と異なる結果 とな っ
た。これに加 えて、Zη嘘roの実験でOTと 構造の類似 した下垂体後葉ホルモンの
バソプレシン(AVP)がOTRに結合 して部分的 にアゴニス トとして作用する事が示
されている事な どか ら、生体でもAVPを 含む他の リガン ドがOTRを 活性化する
可能性が考え られ、上記のOTの 機能 においてはOTRの 重要性が一般的な見解 と
なっている。
そこで、本研究はOTR遺 伝子欠損マウス(0〃つ の作製により、生体 における
OT/OTRシステムの役割を解明する事を目的とした。
第二章OTR遺 伝子欠損マウスの作製
OTRは様々な組織で発現し、多 くの生体機能を担っている事が示唆されていたため、
Cre一わxPシステムを用 いて条件特異的に遺伝子欠損を誘導できるマウスの作製を計画
した。
マウスOTR遺 伝子は四つのエキソンからなり、第三 ・第四エキソンがアミノ酸を
コー ドしている(Fig.1)。第三エキソンは第六膜貫通領域までを含み、その直後に12kb
程度の大きなイン トロンが存在する。大阪大学木村正博士より譲渡いただいたファー
ジクローンより第三イン トロンの途中までを含むOTRゲ ノムを単離 し、その制限酵
素切断地図を作製 した。これを元に、OTRの大半をコー ドする第三エキソンを夕一ゲ
ティングするベクターを構築した(Rg.1)。
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夕一ゲティ ングベクター を制限酵素消化 によ って直鎖 に し、マウスES細 胞
(Embryonicstemcell;胚性幹細胞)株E14TG2aに対 してエレクトロポレーション法
により導入 した。その後薬剤耐性クローンを選択 し、調製 したゲノムDNAの サザ ン
プロット解析 を行い、正 しく相同組み換えを起こしたESク ローンを二つ同定 した。
これをC57BL/6Jマウス3.5日胚(胚盤胞)にマイクロインジェクションし、五匹のキ
メラマウスを得た。 これらの試 し交配を行ったところ、一匹のキメラマウスにおいて
ES細胞が生殖細胞系列に寄与 している事が分かった。そこで、発生初期に全身でCre
を発現するCAG-crθトランスジエニックマウスと得 られたキメラマウスの交配を行
い、10xP配列に挟まれた領域が組み換えによって欠損 したマウス(0亡r+勺を取得 した。
更に、α 戸桐 士の交配によって得られた仔マウスの遺伝子型をサザンプロッ ト解析
によって決定 し(Fig.2)、o〃≠が雌雄共にメンデルの法則に従って産まれる事 を確認
した【(0〃+!+:0〃+み:0亡rチ),65:133:69(males);79:133:78(females)]。また、第
三エキソンをプローブにしたサザンプロット解析で、αr≠でCre-10xPシステムによっ
て標的部位が欠損 している事を改めて確認 した(Fig。2)。
更に、OTRmRNAの 発現上昇が知 られる出産直前子宮のノーザンプロット解析を
行った(Fig.2)。これによって αr≠でOTR遺 伝子の転写産物が完全に欠損 し、遺伝
子欠損マウスの作製に成功 した事が示された。以降このマウスの解析を進める事 とし
た。
第三章OTR遺 伝子欠損マウスの生殖機能の解析
OTRは雌の分娩 ・乳汁射出 ・卵巣機能(黄体形成や卵成熟)、雄の精子形成 ・射精、
更に雌雄の性行動など広く生殖機能に役割を果たす事が明らかとなっている。そこで、
OTR遺伝子欠損マウスにおいてこれらの機能を解析するために、雌雄0〃+/+,0〃チ
を各々組み合わせて交配実験を行った。 この際、雌については性周期を考慮せず、無
作為に選択 した。この結果、交配率 ・妊娠率 ・出産仔数 において遺伝子型による差は
認められなかった(Table.1)。これにより、0か ≠では雌の卵形成 ・性周期 ・排卵 ・受
精 ・着床 ・妊娠、雄の精子形成 ・射精、雌雄の性行動において顕著な異常はない事が
示された。更に、妊娠雌マウスの出産について観察を行ったところ、予想外にも αrチ
における分娩の開始時間や所用時間に異常は認められず、0オ≠と同様の結果が得 られ
た(Table.2)。これにより、OTRはマウスの分娩に必須ではない事が明らかとなった。
しかし、現在までにOTRと 分娩の関連については大変多くの報告がなされ、また
臨床の場においてOTが 子宮収縮剤として用いられている事からも、やはりOTRは
分娩時の子宮収縮に重要な役割を果たしていると考えられる。そこで0オrφの分娩機
能が他因子によって相補されている可能性を疑った。
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マウスの子宮収縮に重要な因子 としてはOTの 他にプロスタグランジンF2。(PGF2。),
プロスタグランジンE2(PGE2)が挙げられる。 しか し、PGF2。の受容体(FP),PGE2の受
容体(EP1,EP2,EP3,EP4)の各遺伝子欠損マウスでは全て分娩時の子宮収縮に異常はな
い事が示されている。そのため、それぞれの因子が互いに相補可能であ り、これらの
分娩機能を維持 している可能性が考えられている。
FP遺伝子欠損マウス(斥)つは卵巣黄体から分泌されるプロゲステロンが低下しない
ために、分娩を正常に開始できない。 しかし、分娩直前の卵巣切除によって強制的に
プロゲステロンを低下させると、正常な分娩が開始される。卵巣切除によって分娩が
回復する事か ら、このマウスの子宮収縮機能に異常はなかったと考えられる。プロゲ
ステロンは子宮のOTR遺 伝子発現を抑制しており、卵巣切除によってその発現が誘
導された事か ら 斥)≠の子宮収縮にはOTRが 重要な役割を果たしている可能性が示唆
されている。
これらの事か ら、FP・OT両遺伝子欠損マウス(」『b4γ0オつ,FP・OTR両遺伝子欠
損マウス(ノ『b≠/αr≠)を作製 し、0オ≠,Otr≠の分娩におけるFPの相補作用の有無に
っいて検討を行 う事とした。1『b≠は京都大学杉本幸彦博士にご供与いただいた。
Fρ≠/0オ≠,ゆ ≠/αr≠について分娩を観察 したところ、ゆ ≠同様に分娩が正常
に開始されず、後に死亡 した胎児が排出された(¶able.3)。これらについて出産予定日
に帝王切開を行 うと仔 は生きて産まれ、里親に預ける事によって正常に成長出来る事
を確認した。そのため、 この分娩機能の異常は母親側の問題によるもので、Fρ≠同様
にプロゲステロン低下の欠失に起因する事が示唆された。
そこで、これらに対 して分娩直前にプロゲステロン受容体のアンタゴニス トRU486
を投与し、その効果を観察 した。1や・たと同様に、Fρ≠/0亡九 ゆ ≠/αrヂは出産予
定日付近に分娩 を開始 し、仔が生きて産まれる事を確認した('rable,4)。これによって
FP,OT/OTRが両方無くともプロゲステロンの低下は分娩開始を誘導できる事が明ら
かとなった。 また、マウスの分娩時のプロゲステロン低下は、子宮筋OTRの 発現誘
導ではない他のシステムによって分娩開始を誘導 している事が明らかとなった。
しかし、興味深い事に多くのFρ ≠/Of≠,印≠/αr≠に分娩所用時間の延長が認
められた(一隔ble.4)。そこで、分娩開始24時 間後に開腹 し、その時点までに分娩を完
了できていない個体の割合を評価 した(Fig.3)。その結果、月bイ7α吃 斥)≠/0オr≠で
は分娩の完了に24時 間以上を要する個体が70%程度と非常に高い割合で認められ、
子宮内に残 された仔は全て死亡 していた。これにより、子宮筋におけるFPとOT/OTR
は分娩開始誘導 には必須でないが分娩時の子宮筋収縮に相補的に働 き、分娩を正常に
終了させるために必須である事が明らかとなった。
一方で、0#≠ の仔は生きて産まれるが消化器官に乳汁が入っておらず、出産後24
時間までに全て死亡する事が明らか となった(Table,2)。これらの母親より産まれた仔
は0か+/+に育てさせると正常に成育する事から、この原因は母親の授乳にある事が示
一364一
唆された。そこで、妊娠期(妊娠15日 目)・授乳期(出産後12時 間)の0亡r≠の乳腺を
観察 し、その形態や妊娠 ・分娩に伴う発達の異常の有無について検討を行った。
乳腺は乳頭から放射状に延びる不定形の腺葉からなる複合管状胞状腺である。それ
ぞれの腺葉には乳管があ り、 これらが乳頭に開口している。各腺葉の終末にはブ ドウ
の房状の腺胞が存在 し、 これを筋上皮細胞が籠状に取 り囲んでいる。腺胞の内側 には
一層の上皮細胞が並んでおり、腺胞腔を取り囲んでいる。乳腺上皮細胞は乳汁を合成
し、筋上皮の収縮作用によって乳汁が乳管に分泌される。
組織切片で乳腺腺胞を観察 したところ、妊娠15日 目に顕著な差は認められなかっ
たが、出産後12時 間の0亡rチで0ガ み同様に、形成された乳汁が排出されていな い様
子が認められた(Fig4CandD)。またWholemountの観察結果でも、妊娠15日 目
ではその乳管や腺胞について顕著な差は認められなかった。 しか し、出産後12時 間
ではOfパ/一において乳管が見えないほどに腺胞の密度が高 くなってい.る様子が見受け
られた(Fig.4■andJ)。腺胞が膨 らんでいる様子が観察された事か ら切片の結果 とあ
わせて、乳汁が0亡r'/層の腺胞内に蓄積 している事がこの原因と推測された。OTR遺伝
子は乳腺の筋上皮細胞に発現する事が知られ、また0ガ/一ではOT投 与によって射乳機
能が回復する事などからも、0オr≠でも乳腺筋上皮細胞の収縮機能がOT/OTRによっ
て損なわれているものと考えられた。
第四章OT;OTR各遺伝子欠損マウスを用いた母子親和行動におけるOTRの機能解析
OT/OTRは様々な動物種で、母性行動に関わる事が示 されてきている。特にラット
や羊では、分娩時のOT/OTRシステムの活性化が母性行動を誘導する事が明らかと
なっている。 しか し、マウスにおいては妊娠や分娩な どの刺激を伴わない未経産 の状
態でも自発的な母性行動が見られるため、マウスの母性行動にはOT/OTRシステムは
必要ではないと考えられてきた。
しか し、出産直後の0τパみで仔マウスを巣内または巣外に散らかしている様子が見
られたため、その母性行動の解析を行う事とした。詔歯類の母性行動はretrieving(巣
から離れた仔の超音波発声を感知 して、口にくわえて連れ戻す),nestbuilding(床敷き
を利用 して通常の寝るための巣よ りも大きな高 い壁 のある巣を作 る),lickingand
grooming(排尿促進や毛繕いのために仔をなめる),crouching(哺乳や保温のために仔
をお腹の下に抱える)の様な典型的な行動として現れる。これらのうち特にretrieving
とcrouchingに着目して解析を行った。
0〃+祠 士の交配より得た0〃+/+,0ケ≠について出産直後の母性行動を解析 した。
まずtest前にケージを触らない状態での行動を20分 間観察した。0亡r+/+,0オr≠共に
crouchingの持続時間は同等であったが、出産後Ofr堕で散らかっている仔の割合が
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高い事がわかった(Fig。5)。20分の観察後に仔マウスを取 り除き、ケージ内の巣以外
の三つの角に生後1-3日のマウスを一匹ずつおいて、その後30分 間の母性行動にっ
いて評価を行った。αr≠は三匹のretrievingを完了するまでの時間が0オr+/+に比べ
て有意に遅い様子が見られた上に、crouching行動の現れる時間も0〃+/+に比べて遅
く、その持続時間も短い事が分かった(Fig、6)。ところが、Otr+/+,Otr"共に仔マウス
のニオイを嗅ぎに行 く行動が現れるまでの時間に差はない(Fig.6)ため、αrチでみら
れたこの現象は嗅覚の異常によるものではない事が示された。
しかし、0か チでは乳汁が出ない事やOTが 妊娠 ・分娩時に重要なホルモンである事
から、出産後の αrチではこれらの影響で母性行動に異常が出た可能性も考えられる。
そこで、αrザ同士の交配由来の αr+ノ+,0か≠について、妊娠 ・分娩 ・授乳を経験 し
ていない7・9週齢の未経産時に母性行動を観察 したところ、未経産Otr≠は出産後0か ≠
同様に母性行動に異常を示した(Fig.7)。これによって、QTRは妊娠 ・分娩による生理
学的変化や射乳機能の欠損とは無関係に、マウスの母性行動に重要な役割を果たす事
が明らかとなった。
更に αr≠の母性行動異常の原因を探るため、ラットで母性行動に重要と考えられ、
OTRが発現 している脳の領域(LateralSeptum(LS),MedialPreopticArea(MPOA))
における神経細胞の活性を検討 した。未経産マウスを仔 と五分間対面させ、これによっ
て誘起される神経細胞の興奮について神経活動マーカーである転写因子c-Fosの免疫
組織化学法によって解析を行った。この結果、o亡r≠についてLS,MPQAにおけるc-
Fos陽性細胞の数が0〃+/+と比較して明らかに少ない様子が認められた(Fig.8)。これ
によって、OTRは母性行動誘導時のLS,MPOAに おける神経細胞の興奮に重要な役
割を果たす事が示された。
一方でリガンドの α ≠と比較するため、0オザ同士の交配によって得た0オ・/+,0亡≠
についても同様に母性行動の解析を行った。 しか し意外な事に、出産後 ・未経産共に
0オ≠は0オ+1+と同様の正常な母性行動を示す事が明らかとなった(Fig,9-11)。
リガン ドと受容体の遺伝子欠損マウスで異なる表現型を示す理由を推測し、[(1)胎
児期に母親のO丁 が胎盤を通 じて胎児に作用 して後の行動を確立 している(2)OTRを
活性化する別のリガンドが存在する】の二つの仮説をたてた。当研究室では現在までに、
胎児期のOT暴 露によって雄の攻撃性が制御されている事や、AVPがOTRを 介 して
マウス子宮筋収縮に働 く事など上記仮説を支持する研究結果を得ている。そこで、こ
れらの内(1)胎児期のOT'暴露に着目して解析を行った。即ち、Of≠同士の交配によっ
て母胎にOTが 存在しない状況を作り、そこで成育 した0が の 母性行動の検討を行う
事 とした。
0オ+/+,0亡≠同士の交配から得た仔をC57BL/6Jを里親にして育てさせ、7-9週齢
の未経産マウスの母性行動を観察 した。 しかし、雄の攻撃性とは異な り、0が 一から産
まれた0世 も正常な母性行動を示す事が明らかとなった(Fig.12)。これにより、0オr≠
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と0が 一の母性行動における表現型の矛盾が見 られた理由として、OTRを 活性化する
他の リガンドが存在する可能性が示唆された。これについては、今後の更なる研究 に
よる証明が必要である。
一方でEmory大学LarryJ.Young博士らとの共同研究で、仔マウスを母親と離 し
た時に母親を呼ぶために仔が発する超音波発声に着 目して解析を行った。OTが 超音
波発声に関わる可能性は示唆 されていたが、この解析によって生後7日 の0亡r≠の仔
で同腹子の0か+/+に比べて発声数が有意に少ない事が明らかとなっている。この結果
は仔の母親への接触にもOTRが 機能 している事を示 した。
これら一連の解析によって、OTRは 母子親和関係に極めて重要な因子であることが
示された。
第五章OTR遺伝子欠損雄マウスの示す肥満についての解析
現在までの数々の研究により、OT/OTRが摂食抑制や脂肪細胞分化を制御する可能
性が示されてきていたが、肥満病態におけるOT/OTRの機能につ いての報告はなされ
ていなかった。そこで、当研究室では αrヂについて肥満に着目して解析を行い、0亡r≠
が雄特異的に加齢に伴 って内臓脂肪型の肥満を呈する事を明らか とした。特に内臓脂
肪の蓄積はヒトでも男性 に多いとされ、糖尿病 ・高血圧 ・心筋梗塞 といった生活習慣
病の危険因子であり、その予防と治療は大きな課題となっている。そこで本研究では、
0ケチの示す肥満の原因について探 り、また内臓脂肪蓄積による代謝への影響を検討
する事 とした。
現在までに当研究室において、0か+が 寒冷条件下で体温を保 つ事が出来ないとい
う現象が見られており、褐色脂肪組織(BAT;Brownadiposetissue)の熱産生能力が
低下 し、エネルギー消費機構 に異常を来 している事が肥満の一因である可能性が示唆
されている。そこで、更に0オrヂの肥満の原因として考え得る摂食行動 ・活動量につ
いて、自治医科大学尾仲達史博士との共同研究で解析を行った。肥満がまだ顕著でな
い8週 齢から、明らかな肥満を呈する13週 齢に至るまでの0オr+/+と0オr≠の摂食量
を測定 した。予想外に αr染の一日の摂食量は測定 した週齢で0か+/+と差がない事が
明らかとなった(Fig.13)。また、OTの 分泌には日内変動が知られている事、摂食 リズ
ムと肥満 との関連が示唆されている事などから、9-11週齢の0〃+/+と0亡rチの明期
と暗期の摂食行動 ・活動量 を各々24時間中モニター した。しかし、これについても遺
伝子型による差は認められなかった(Fig.13,14)。
一方で、0亡r≠の代謝機能 を見るために血中の血糖値、 トリグ リセライ ド、コ レス
テロール、遊離脂肪酸を測定 した。 これ らは肥満が明らかに認められる20週 齢のマ
ウスについて行ったが、0〃+/+と0ケヂの示す値に差はなかった(Table.5)。また、更
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に耐糖能(上昇 した血糖値を正常に戻す能力)に異常が見られる可能性を考え、20週 齢
マウスに対 してOGIT(Oralglucosetolerancetest;経口糖負荷試験〉を行う事とした。
その結果、0〃チは0亡r+/+と耐糖能に差はなく正常である事が明らかとなった(Fig.15)。
これらの事か ら αrチは内臓脂肪型肥満を呈するにも関わらず、代謝に顕著な異常
は見られない事が明らかとなった。
総括
本研究では以下の事を明らかにした。
1.雌雄 αr≠において分娩を含む生殖機能 ・生殖行動は正常であったが、乳汁射出機
能に異常がある事を明らかにした。
2.斥)≠/Ofφ,fρ≠/0か≠は共に自然分娩を開始出来なかったが、出産直前のRU486
投与によってOT/OTRが無 くとも分娩が誘発される事を明らかにした。また、これら
において分娩所用時間の延長を認め、FPとOT/OTRが分娩時の子宮収縮に相補的に
働いている事を強 く示唆 した。
3.マウスの母性行動にはOTは 必須でないが、OTRは必須である事を明らかにした。
この原因は攻撃行動制御に見られた様な母体内でのOT暴 露ではない事を示 した。 こ
れにより、母性行動誘発時にOTRを 活性化する他 リガンドが存在する可能性を示唆
した。またOTRは 妊娠 ・分娩などによる生理的変化を経なくても母性行動誘発に根
本的に機能 している事を示 した。0〃 チでは母性行動に重要なLS,MPOAにおける神
経細胞の活性が著 しく低下 している事を明らかにした。
4雄0か チの肥満の原因探索として摂食量と活動量を測定し、その概日リズムを含め
て0オr+/+と差がない事を確認 した。また、αr≠は内臓脂肪型肥満を呈するため代謝
異常が疑われたが、血中の血糖値 ・トリグリセライ ド値 ・コレステロール値 ・遊離脂
肪酸量に0か+/+との差はな く、耐糖能にも異常がない事を明らかにした。
OTR遺伝子欠損マウスの作製により、OT遺 伝子欠損マウスのみでは示されなかった
新たなOT/OTR機能が明らかとなってきた。これまでの解析により、OTRは妊娠か
ら出産 子育て,そして成体に至るまでマウスの一生を通 じて様々な重要機能を果た し、
種の維持に必要不可欠なホルモン受容体であることが明らかとなった。
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TablelTheprofileofreproductivefunctionssuchasfertilityandsexual
behaviorinmale(10-25weeksogd)andfemale(10-15weeksold)mice
P湖hng-
MdeFem田e
No.of
matingtrials
Mating
rake(%)
Pregnancyrate
(%)
A》e職ge
Sittersize
O炉 ←!+×O電 戸 ノ+
αr!・ × αr←1+
Ot『十ノ十 ×Otrノ ー
Oεf一ノ■ ×Ot『 胸!o
79
63
43
82
35
41
42
33
71
65
67
59
7.5ｱ0.7
8.2ｱ0.9
8.6ｱ0.5
8.4ｱ0.8
図atingratewascalcuIatedasthenumberoffemaleswithcopulationplugs/numberof
totalfemalesintercrossed,whichwereselectedwithoutreferencetoovulatorycycle.
Pregnancyratewascalculatedasthenumberoffemaleswithsuccessfuldelivery/the
totalnumberoffemaleswithcopulationplugs.ThedatarepresentsmeanｱSEM.
TabletTheprofileofreproductivefunctionssuehasparturitionand
rreaternagnurturinginpregnantmice
Pai同ng
Male
No.ofOnsetofiDurationofPostnatalsurvivors
Fem副eP「e即ant侮m鹿s匿ab・ ・(daγ)lab。r(h・麗りr陀 鵬t国bi陀h・(%)
O伽+ノ+×O廿+!+
Otr!■ ×O霊r十 ノ十
O釦,十ノ十 ×02r・ノ.
Ot'・み ×O電r!・
ーー
io
io
13
19.1ｱ0.1
19.2ｱ0.1
19.2ｱ0.1
19.3ｱ0.1
3.8ｱ0.4
4.8ｱ0.9
4.8ｱ0.9
3.2ｱ0.2
96
92
0
0
ThemorningofdetectionofthecopulationplugwasdesignatedasdayO.50fpregnancy.
ThedatarepresentsmeanｱSEM.
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幕糟 囎.脚 醐.ninFグみ・。ガみ・α師 み1。ゼ㌔nd
Matem訓
genotype
FVo.of
pregnantfema{es
Onsetof
邑abor(da》ウ
ｮurationof
蚤abor(昨ouり
Average
髄tters面ze
wild-tyke
印 鰯/'
Ot・1・
O電r1・
Fわ鰯ノ願!Ot・1回
印 働ノ'ノαr1'
?
?
?
?
?
?
19.4ｱ0.1
22.2ｱ0.4
19.4ｱ0.1
19.3ｱ0.1
21.7ｱ0.3
22.8ｱ0.3
3.9ｱ0.7
_*
4.1ｱ0.8
4.6ｱ0.7
_*
_*
8.8ｱ0.6
_*
7.2ｱ0.9
8.2ｱ0.5
_*
_*
ThemorningofdetectionofthecopulationplugwasdesignatedasdayO.50fpregnancy.
ThedatarepresentsmeanｱSEM.*Thedatacouldnotbedetermined.
;詣腫窮 器 響U486・inducedpa　醐 一inF鵡 み!・fみ'
Matem訓
genotype
No.of
P陀9hant
fem訓es
Adlminis亡ra亡bn
ofRU486
Onsetｮf
labor
(gay)
DuwatBonof
墨abor
Oo吻
Average
髄1比ersi=e
印'!'
印'!ソOε 国ノ0
恥 ・1願/αr瞭/'
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
22.2ｱ0.4
19.7ｱ0.0
21.7ｱ0.3
19.8ｱ0.1
22.8ｱ0.3
19.7ｱ0.1
_*
3.3ｱ0.4
_*
prolonged
_*
prolonged
_*
6.8ｱ0.5
_*
7.5ｱ0.5
_*
6.9ｱ0.5
ThemorningofdetectionofthecopulationplugwasdesignatedasdayO.50fpregnancy.
ThedatarepresentsmeanｱSEM.*Thedatacouldnotbedetermined.
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mammaryglandsatday150fpregnancyandpostpartum.
Tissuesectionswerestainedwithhematoxylin-eosin(A-D)andwholemountswerestained
withCarmineAlum(EJ).PannelsIandJarehighermagnificationsofeachGandH.
Scalebarsrepresent100ｵm(A-D,IandJ)andImm(E-H).
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andpercentageofnewbornsscatteredwasrecorded.
ThedatarepresentsmeanｱSEM.
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postpartumfemales.Figure6TestsformaternalbehaviorinOtrandOtr
Threenewbornpups(1-3daysold)wereplacedindifferentareasofthecageandthefollowing
behaviorswerescoredfor30minutes:latencytoretrieveeachpup;latencyofcrouchingover
pupsinthenest;andtimecrouchingoverallthreepupsinthenest.Failuretoretrieveorcrouch
wasassignedas30minutes,thelengthoftheobservationperiod.
ThedatarepresentsmeanｱSEMandwereanalyzedbytheMann-WhitneyU-test.*P<0.05and
**P<0.01formutantcomparedwithwild-type.
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幽1■+i+T
ablesMetabolicparameters.in2ｮ一weeks一ｮldｮtrandOtrmalemice
MetabolicparametersOtr1唱(n=9) ◎tr←1+(n=9)
Glucose(mg/do)
Triglyceride5(mg/dり
Cho墨esterol(mgldI)
Freefa鵬γadds(mEq1り
216ｱ10
196ｱ17
132±日
i.09ｱ0.12
195ｱ12
175ｱ17
128ｱ6
0.94ｱ0.14
Bloodsampleswerecollectedfromtheretro-orbitalsinusinthefedstatebetween
10:00AMand12:00PM.Plasmawasprepared,followedbymeasurementofglucose,
trigiycerides,cholesterolandfreefattyacidsinblood.
ThedatarepresentsmeanｱSEMandwereanalyzedbyStudent'st-test..
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gure150ralglucosetolerancetestin20-week-oldOtrandOtrmales。
20-week-oldmicefastedfor16hoursweregivenoralglucose(2g/kg)load.Bloodsampleswere
collectedfromtheretro-orbitalsinusbefore(Omin)and15,30,60and120minutesafter
glucoseadministration.Plasmawasprepared,fbllowedbγmeasurementofglucoseleve目n
blood.
ThedatarepresentsmeanｱSEMandwereanalyzedbyStudent'st-test.
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論 文 審 査 結 果 要 旨
OTR遺伝 子欠損 マ ウス作製
オ キシ トシン(OT)は 脳 内で合成 され て下垂体後葉 か ら血 中に放 出 され るが,脳 内にも分泌 され て
これ が行動制御 等 に働 く。GPCR型のOT受 容体(OTR)は 雌雄 生殖器官,脳,腎 臓,心 臓,脂 肪組
織な どに発現 し,分娩時 の子宮収縮や乳腺平滑筋 による乳汁射出,そ の他 の雌雄生殖機能,生 殖行動,
母性 行動,社 会行動(個 体識別記憶,集 団形成 な ど),摂食行動,ス トレス反応等 を制御す る とされ る。
生体 でのOTR機 能 を解 明す る為,発 表者 はOnl遺伝子 欠損マ ウ界(Otr一ノー )を作製 した。雌雄On・一/一
は正常 に産 まれ 生存 したた め,こ れ らを用 いてOT/0TRシステ ムの役割 を個体 レベ ルで詳細に解 析 し
た。
OTRの生殖機能 に果 たす役割
予想外 に も,Otr-1一で は雌 の卵 形成,性 周 期,排 卵,受 精,着 床,妊 娠,雄 の精子 形成,射 精,
雌雄 の性 行動 においてOtr遺伝 子欠 損 の影響 は見 られ ず,分 娩 に も異常 は認め られ なかった。Otr-1一
の分娩 に関 して他 因子 に よる相 補 の可能性 を考 えて子 宮収縮 因子 のPGF2αに着 目し,PGF2α受容
体(FP)とOTの 両遺 法子 欠損 マ ウス(Fp-1一・Ot-1一),FPとOTRの両 遺伝 子 欠損 マ ウス(Fp-/一・
Otr-1一)二種 を作製 した。 この結 果,FPとOT,OTRは 分娩 開始 誘導 には必須 でな いが,分 娩 時の子
宮筋 収縮 に相補 的に働 き,正 常 に分娩 を終 了 させ るため に必須 で あ る事 が示 唆 され た。一方 で,雌
0α一1一よ り産 まれ た仔 は母親 の授乳不全 に よ り出産後速や かに死 亡す るが,0廿一1一の乳腺 の発達 や乳
汁形成 は正常 であるため,こ れ は乳腺筋上皮細胞 の収縮異常 に起因す る事 が示 された。
OTRの母子親和行動 における機能
OT10TRはマ ウスの母 性行動 には必 要ない とされ てきたが,出 産後0α一1一の母性行動 に異常が見 ら
れ たた め,解 析 を行 った。 出産後Otr-1一ではretheving(仔を口に くわ えて巣 に連れ 戻す),crouching
(哺乳や保温 のた めに仔 を腹 の下に抱 える)に 異常が認 め られた。未経産0α一1一も同様 に母性行動異
常を見せ たため,OTRは 妊娠 ・分娩時の生理学的変化に よ らず,マ ウス の母性行動 に重要で ある事 が
明 らか とな った。 また,ラ ッ トの母性行 動 に重 要 とされOTRが 発現す る脳領域(LS,MPOA)に お
いて,Otr1一で は母性行動誘発時 の神経細胞の興奮性 が低下 してお り,こ れ らの領 域でOTRが 役割 を
果 たす 可能性 が示唆 され た。一方,Ot+1一同士の交配 による仔(Ot-1一)は出産後,未 経 産共 に正常 な
母性行動 を示 した。母親 のOTが 胎盤 を通 じて胎児 に作用 した可能性 を考 え,Ot-/一同士の交配か ら得
たOt-/一の母性行 動 を検討 したが正常で あ り,OTRを活 性化す る他 の リガ ン ドの存在が推定 された。
更にYoung博士 との共 同研究で,母 親 との隔離時 に仔が発す る超音波発声 についてOtr+仔 で有意 に
少 ない事が確 認 され た。 これ らよ り,OTRは母子親和 関係 に極 めて重 要な因子 と推定 された。
Otr一!一の示す雄特異 的肥満
Otr一ノー は雄 特異的 に加齢 に伴 う内臓脂肪 型肥満 を呈 した。そ こで,Ou・一1一の肥満 の原 因 と生活習慣
病危 険因子 であ る内臓 脂肪蓄積 の影 響 について解析 した。Otr一ノー の摂食行動,活 動 量について はそ の
概 日リズ ムを含 めて異常はな く,こ れ らが肥満 の原 因ではない事 を確 認 した。 また,血 中の血糖値,
トリグ リセ ライ ド,コ レステ ロール,遊 離脂肪酸の値や耐糖 能は正常で,Otr-/一は内臓脂肪 型肥満 を
示すが糖 ・脂 質代謝 機能に顕著な異常 を示 さない事 が明 らか となった。
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